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1. Forschungsfeld, Intention der Arbeit und wissenschaftlicher Erkenntnisgewinn 
 
Die biomedizinische Forschung hat in den letzten Jahrzehnten erhebliche Fortschritte gemacht und zu 
neuen Erkenntnissen über verschiedene komplexe Krankheitsbilder wie Krebs oder AIDS beigetragen. 
Das detailgenaue Wissen über Zellkommunikation und -interaktion hat zur Entwicklung von 
individualisierten Behandlungsansätzen geführt. Patientenspezifische Vakzinierungen gegen Tumore, 
aber auch die Möglichkeit auf Krebszellen überexprimierte Rezeptoren gezielt anzusprechen sind 
Beispiele für neue therapeutische Ansätze. 
In diesem Zusammenhang sind funktionalisierte Nanopartikel in den Fokus des wissenschaftlichen 
Interesses gelangt, da mit ihnen biologische Liganden z.B. für die funktionelle Beeinflussung von 
Rezeptoren auf Zelloberflächen, von Proteinen der extrazellulären Matrix oder von Enzymen in Blut 
oder Lymphe in vielfacher Kopie auf einem stabilen und inerten Grundgerüst bereit gestellt werden 
können. Auf Nanopartikeln basierende molekulare Plattformen lassen sich unter anderem den 
folgenden Kategorien zuordnen (siehe Übersichtsartikel 1): 
 
 Gold-Nanopartikel 
 Seltenerd-Nanopartikel 
 Liposomen 
 Kohlenstoffnanoröhrchen 
 Magnetische Nanopartikel 
 Quantum Dots 
 Polymerische Partikel 
 Silika-Nanopartikel 
 
Die Materialauswahl für molekulare Werkzeuge in der Biomedizin hängt von deren spezifischen 
Anforderungen ab. Generell wünschenswert für Anwendungen am Menschen sind eine geringe 
Toxizität, ein kompakter Aufbau, eine steuerbare Halbwertszeit der Kernstruktur, selektiv 
ansprechbare reaktive Gruppen sowie eine günstige kommerzielle Verfügbarkeit. Vertreter der 
silikatbasierten Nanopartikel (SNP) erfüllen dieses spezielle Anforderungsbündel in hohem Maße. 
Kubisch-oktamerische Silsesquioxane (COSS)2 können als kleinste Vertreter der SNP-Familie aufgefasst 
werden. Sie zeichnen sich durch ihre besondere Symmetrie aus und werden chemisch durch die 
allgemeine Formel (RSiO1,5)8 beschrieben, wobei R für Wasserstoff oder eine aliphatische organische 
Gruppe steht.2 Trotz des nur 0.5-0.7 nm kleinen Kerns3 stellen diese organisch-anorganischen 
Hybridnanopartikel acht stöchiometrisch adressierbare Funktionalitäten zur Verfügung (siehe 
Abbildung 1). 
 
 
Abbildung 1: COSS Strukturen. a, b: Chemische Struktur eines unfunktionalisierten kubischen Silsesquioxans; gelb: 
Siliziumatome, rot: Sauerstoffatome, weiß: Wasserstoffatome, c: Oktachloropropyl-COSS, d: Oktaaminopropyl-COSS 
Hydrochlorid. 
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Zielsetzung des vorgestellten Promotionsprojektes war die achtfache Konjugation von bioaktiven 
peptidischen Liganden mit kubisch-oktamerischen Silsesquioxan-Nanopartikeln. Dieses Hauptziel 
gliedert sich in folgende Teilaufgaben: 
 Synthese von COSS mit Funktionalitäten, die für Biokonjugationen geeigneten sind 
 Erarbeitung der Grundlagen zur enzymatischen Modifizierung von halogenierten COSS 
(„Dehalogenase Projekt“) 
 Physikalische und chemische Charakterisierung der neuen COSS-Grundgerüste 
 Etablierung der Kupfer(I)-katalysierten Alkin-Azid [3+2] Zykloaddition als 
Konjugations Methode für COSS-Grundgerüste 
 Entwicklung einer nicht kern-destruktiven Konjugationsmethode 
 Nachweis der Methodenanwendbarkeiten mit der Hilfe von kleinen chemischen 
Liganden („Proof of principle“) 
 Konjugation von COSS mit linearen Oligopeptiden 
 Konjugation von COSS mit Cystinknoten-Miniproteinen und Sekundärstrukturen 
ausbildenden Peptiden 
 Topologische Studien der erhaltenen Konjugate mit der Hilfe von AFM 
 Nachweis der Bioaktivtät der synthetisierten Konjugate 
 Erste in vitro Experimente mit Peptid-COSS-Derivaten 
Der Anwendungsschwerpunkt von COSS-Derivaten in der biomedizinischen Chemie liegt in den 
Bereichen Arzneimitteltransport,4, 5 bildgebende Verfahren für die Tumordiagnostik6 und der 
Verwendung COSS-basierter Sonden, die z.B. eine Beurteilung von Enzymaktivitäten erlauben.7, 8 Zum 
Einschleusen bioaktiver Moleküle in das Zellinnere eignen sich besonders polykationische Partikel. Als 
prominente Beispiele dafür können der Oktaamino-COSS,5 aber auch Lysin-4 bzw. 
Polyamidoamindendrimere9 mit Silsesquioxankern genannt werden. Letztere haben besondere 
Aufmerksamkeit erregt, da sie im Vergleich zu konventionellen Dendrimeren eine erhöhte 
Frachtkapazität aufweisen.9 Globuläre, siloxan-basierte Dendrimere finden nicht nur beim 
Arzneimittetransport Anwendung, sondern auch als MRI Kontrastmittel in bildgebenden Verfahren zur 
Erkennung von tumorösen Zellen.10, 11 Verwendung als Sonden finden zum Beispiel fluorierte kubisch-
oktamerische Silsesquioxane für 19F-NMR Applikationen,7, 8 COSS-Ferrocen-Konjugate als Redox-
Sensoren12 oder fluorophormarkierte Derivate.5, 13 
Es gibt mehrere experimentelle Zugänge zur Synthese biofunktionalisierter kubisch-oktamerischer 
Silsesquioxane. So sind amino- und chloropropyl-funktionalisierte COSS durch säurekatalysierte 
Kondensation von Trimethoxysilylethern oder Trichlorsilanen zugänglich.14, 15 Trotz der langen 
Reaktionszeit von bis zu sechs Wochen überzeugt die Synthese durch ihre Einfachheit und ihre 
absolute Reaktionsausbeute im Multigrammmaßstab. Weitere interessante Funktionalisierungen bieten 
COSS Nanopartikel mit jeweils acht Azido-,16-19 Aminooxy-,3 Carbonyl-,20 Carboxy-,21 Epoxy-,22 
Hydroxy-15 oder Vinylfunktionalitäten.23 Partikel, die gemischte reaktive Gruppen im Verhälnis 1:7 
anbieten, kann man über stöchiometrisch kontrollierte Reaktionen erhalten,24 prinzipiell aber auch 
durch eine zweistufige Kondensation.25 Bei dieser Synthesestrategie wird zuerst eine Käfigstruktur mit 
einer fehlenden Ecke gebildet. Diese Lücke wird in einem zweiten Kondensationsschritt mit Hilfe eines 
anders modifizierten Monomers geschloßen. 
Wasserlösliche COSS-Derivate wurden aufgrund ihrer besonderen symmetrischen Eigenschaften schon 
seit 1998 als Grundgerüste zur Oligomerisierung von biologisch relevanten Liganden eingesetzt. 
Damals wurden bereits Oktaamino-COSS (Abbildung 1 d) via Amidbindung mit Zuckerlactonen15, 26 
und einzelnen Aminosäuren27 dekoriert. Die Funktionalisierung mit Oligosacchariden oder 
funktionalen Peptiden konnte jedoch noch nicht realisiert werden. Für eine vollständige Absättigung 
der acht reaktiven Funktionalitäten eines COSS muss jeder Kupplungsschritt an jedem einzelnen der 
bis zu acht zur Verfügung stehenden Arme mit maximaler Effizienz verlaufen. So sinkt die 
Gesamtausbeute für eine Oktafunktionalisierung auf unter 6 %, wenn man von einer 70 %igen 
Ausbeute für einen einzelnen Kupplungsschritt ausgeht. Erst die Entwicklung neuer, mit hoher 
Effizienz verlaufender bioorthogonaler Konjugationsmethoden hat die direkte Ligation von 
   5 
Biomolekülen mit COSS ermöglicht. Diese Konjugationsverfahren sollen unter anderem folgenden 
Ansprüchen genügen („Click“-Reaktionen):28 Hohe Ausbeuten, breite bzw. einfache Anwendbarkeit, 
keine oder leicht zu entfernende Nebenprodukte, d.h. eine hohe Atomeffizienz und die schnelle 
Bildung eines einzelnen Produktes. 
Eine Reaktion, die alle diese Anforderungen erfüllt, ist die Kupfer(I)-katalysierte Alkin-Azid [3+2] 
Zykloaddition (CuAAC).29 Beide verwendete Funktionalitäten weisen einen hohen Grad an 
Bioorthogonalität auf und lassen sich deshalb z.B. problemlos in bioaktive Peptide mit variierender 
Seitenkettenkomposition integrieren. Die Azido-Gruppe ist ein Pseudohalogen und kann deshalb durch 
nukleophile Substitution von bromierten oder iodierten Vorläufermolekülen eingeführt werden.16, 17 
Dementsprechend ist ein Oktaazido-COSS nach einem Halogenaustausch von Chlor nach Brom gut 
über den leicht zu synthetisierenden Oktachloro-Nanopartikel (Abbildung 1 c) zugänglich. Die 
erfolgreiche Darstellung dieses würfelförmigen Oktaazido-Grundgerüsts hat nicht nur die Anbindung 
von Zuckern erleichtert,17, 19, 30 sondern auch die Verknüpfung mit seitenkettenentschützten und 
bioaktiven Peptiden (z.B. okta-RGD-Peptid) ermöglicht.16 
Bei der CuAAC handelt es sich allerdings um eine basen-katalysierte Reaktion, die beim Arbeiten mit 
biologischen Komponenten normalerweise im wässrigen System durchgeführt wird. In diesem Milieu 
ist die Stabilität der SNP auf wenige Stunden beschränkt.31, 32 Dieser Zeitraum erscheint zwar 
ausreichend um Experimente mit COSS-Konjugaten auszuführen, jedoch kann ihre Synthese mit 
zunehmender Größe der Liganden wesentlich mehr Zeit in Anspruch nehmen. Der Einsatz eines 
wasserfreien Reaktionsystem basierend auf aprotischen Lösungsmitteln (z.B. DMF), erlaubt es diesem 
Problem auszuweichen. Eine weitere elegante Möglichkeit besteht darin, bei der Alkin-Azid [3+2] 
Zykloaddition auf den Einsatz von Metallkatalysatoren zu verzichten. Dies ist durch die Verwendung 
reaktiver zyklischer Alkinderivate möglich.33 Die inherente Spannung in Zyklooctinverbindungen 
ermöglicht Reaktionen ohne den für biologische Systeme oft schädlichen Kupferkatalysator und ohne 
die Verwendung von zusätzlicher Base in neutralem gepuffertem Milieu.33 
COSS weisen in saurer Umgebung die höchste strukturelle Stabilität auf. Deshalb ist der Schritt hin zu 
einer säurekatalysierten Konjugationsreaktion naheliegend.31, 32 Eine unter diesen Bedingungen 
adressierbare Funktonalität stellt der Aldehyd dar. Er zeichnet sich unter anderem durch seine gute 
Einführbarkeit in peptidische Liganden aus. Entweder wird eine unnatürliche Aminosäure mit 
geschützter Aldehydfunktion an einer passenden Stelle in der Aminosäuresequenz eingeführt 34, 35 oder 
es wird N-terminal ein Glyoxylrest durch Periodatoxidation eines endständigen Serinrestes generiert.36 
Als Reaktionspartner versprechen insbesondere Aminooxyverbindungen (R-O-NH2) hohe 
Reaktionsgeschwindigkeiten. Aufgrund ihrer hohen Reaktivität37 erscheint es sinnvoll, Bausteine mit 
geschützter Funktionalität zu nutzen38-40 und diese erst durch saure Abspaltung bei der eigentlichen 
Kupplung wieder freizusetzen. Die Verwendung eines Adaptermoleküls (z.B. Boc-Aminooxy-
essigsäure), das sowohl eine Carbonsäuregruppe als auch eine Aminooxyfunktionalität besitzt, lässt 
eine simple Modifizierung von Oktaamino-COSS via Amidbindung zu.3 Für die Reaktion können 
sowohl kommerziell verfügbare mono-Boc- als auch leicht zugängliche ethoxylidengeschützte 
Aminooxybausteine verwendet werden. Die so mögliche Oximierung von COSS erlaubt deren effiziente 
Verknüpfung mit Peptiden mit bis zu 35 Aminosäuren  z.B. [KVSALKE]5. Die Anzahl an verknüpfbaren 
Liganden wird in solchen Fällen nicht mehr allein durch die Reaktionsgeschwindigkeit beschränkt 
sondern vielmehr durch die sterische bzw. elektrostatische Abstoßung der Liganden untereinander.3  
Mit dieser Arbeit wurden verschiedene experimentelle Zugänge für die Synthese biofunktionalisierter 
COSS erschlossen. Ein erstes Beispiel der Beeinflussung eines zentralen zellulären Prozesses (DNA-
Replikation in höheren Zellen) zeigt das Anwendungspotential dieser Nanopartikel (Kapitel 3.3). Das 
Forschungsfeld der biofunktionalisierten COSS wird im nachfolgenden Review-Artikel im Detail 
ausgeführt. Auf die originalen Arbeiten mit Bezug zu dieser Thematik wurde bereits hingewiesen 
(unterstrichene Zitate). Eine zusätzliche Arbeit beschreibt eine konzeptionelle Vorarbeit zur Synthese 
von alkoholischen und aldehydischen Partikeln durch Biotransformation halogenierter COSS durch 
Haloalkandehalogenasen (Kapitel 3.4). 
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Weitere auf Seite iv aufgelistet Arbeiten haben keinen direkten Bezug zur Kernthematik der 
Dissertation und wurden deshalb nicht abgedruckt. 
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Short Summary: 
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Short Summary: 
A COSS-based delivery system which allows for nuclear drug targeting in living HeLa cells is described 
and the binding of a delivered cargo peptide to Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) was 
demonstrated. 
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Short Summary: 
A method for the detection of haloalkane conversion to the corresponding alcohols based on a 
multistage enzyme reaction is described. The assay offers a high sensitivity (0.025 mM, 0.43 ppm for 
1,3-dibromopropane), low expenditure and the ability of handling a large number of samples in 
parallel. 
 
 
 
 
© 2012 Fabritz et al.; licensee Springer. This is an Open Access article distributed under the terms of 
the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which 
permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is 
properly cited. 
 
http://www.amb-express.com/content/2/1/51 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   46 
 
   47 
 
   48 
 
   49 
 
   50 
 
   51 
 
   52 
 
   53 
 
   54 
4. Zusätzliche analytische und experimentelle Daten 
 
4.1. Analytische und experimentelle Daten der Verbindungen aus Teil 3.1. 
Die Nummerierung der Verbindungen entspricht: Fabritz et al., Org. Biomol. Chem., 2010, 8, 2212-2218. 
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4.2. Analytische Daten der Verbindungen aus Teil 3.2. 
Die Nummerierung der Verbindungen entspricht: Fabritz et al., Org. Biomol. Chem., 2012, 10, 6287-6293. 
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4.3. Analytische der Verbindungen aus Teil 3.3. 
Die Nummerierung der Verbindungen entspricht: Hörner et al., Org. Biomol. Chem., 2013, 11, 2258-2265. 
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